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© Nouvelles formes pharmaceutiques, leur preparation et les compositions qui les contiennent. 
© L'invention concerne une nouvelle forme pharmaceuti- 
que d'un medicament de formule 

Vecteur - Bras - Drogue 

danslaquelle 

- "Drogue" represente un principe actif pourvu d'une fonction 
amine libre 

- "Bras" represente une chaine peptidique de type X - L Leu et 

- "Vecteur" est une macromolecule proteinique appropri6e a 
la drogue. 
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La pr^sente invention concerne de nouvel- 
les formes pharmaceutiques d'un principe actif, leur 
preparation et lea compositiona qui lea contiennent. 

Tin medicament ou une drogue, pour exercer 
son effet, doit pouvoir pdn^trer dans la cellule 
appropri^e appeiee cellule cible. Generalement cette 
p^tration a'effectue par diffusion du medicament 
ou de la drogue a travers la parol cellulaire. Dans 
cea conditiona, il s-etablit un equilibre entre la 
concentration du principe actif dans la cellule et 
la concentration dana le milieu exterieur. Par ail- 
leurs, le medicament ne penetre pas tou jours seiec- 
tivement dans les cellules cibles sur lesquelles il 
doit agir et, par aon action aur les cellules aaines, 
le medicament peut exercer des effets secondaires 
nefastea qui peuvent nuire a son utilite. 

Un autre modele de penetration intracel- 
lulaire est base sur un mecanisme endocytaire au 
coura duquel les macromoiecules sont incluses dans 
des vacuoles formees par 1 'invagination de la mem- 
brane cellulaire avant de fusionner avec les lysoso- 



mes 



Ce mecanisme endocytaire dont la preponde- 
rance depend du type cellulaire peut Stre utilise 
en therapeutique pour augmenter la seiectivite des 
agents therapeutiques vi s -a-vis des cellules suscep- 
tiblea de ce mecanisme. 

Pour que 1» agent therapeutique ait une 
taille suffisante pour participer a ce mecanisme 
endocytaire, il est possible de lier le principe ac- 
tif a une macromoiecule , telle qu'une proteine, qui 
sera designee aoua le nom de vecteur. Pour que le 
medicament puisse exercer en totalite ou en partie 
ses effets, il est necessaire qu'il soit libere a 
l'interieur ou au voisinage immediat de la cellule 
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cible. En d'autres termes, la combinaison principe 
actif-vecteur ou drogue-vecteur doit repondre aux 
trois critere s suivants : 

1) etre stable dans la circulation sanguine avant. 
d'atteindre lea cellules cibles, . 

2) Stre dissociee ou scindee dans les cellules ci- 
bles ou dans leur voisinage immediat, 

3) etre capable de regenerer la drogue sous sa for- 
me active. 

Pour que le premier de ces criteres soit 
satisfait, il est necessaire que le lien entre la 
drogue et le vecteur soit de nature covalente, et 
que ce lien covalent resiste aux hydrolases presen- 
tes dans le serum. 

La combinaison drogue -vecteur penetrant 
dans les cellules cibles par un mecanisme essentiel- 
lement endocytaire, il est necessaire de tenir comp- 
te des proprietes des lysosomes pour satisfaire au 
second critere. En effet, le lien entre la drogue 
et le vecteur peut etre coupe soit chimiquement en 
milieu acide soit enzymatiquement au moyen des hy- 
drolases acides des lysosomes. Mais encore faut-il, 
compte tenu du troisieme critere, que la drogue soit 
liberee sous sa forme active. II a ete constate qu' 
un tel resultat ne' peut pas etre obtenu si le prin- 
cipe actif est lie directement a la macromolecule. 

II a 6te trouv£, et c'est ce qui fait 
l'objet de la presente invention, qu'on peut obte- 
nir un medicament qui possede les caracteristiques 
desirees, si on intercale un lien temporaire designe 
par le tenne "bras", entre la drogue et le vecteur. 

La presente invention concerne les nouvel- 
les formes pharmaceutiques d'un principe actif qui 
peuvent Stre schematiquement representees par : 

Vecteur - Bras - Drogue (I) 
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leur proce"de de preparation et les compositions qui 
les contiennent. 

Selon 1 'invention, la "drogue" est consti- 
tute par un principe ac'tif qui agit intracellulaire- 
5 ment et qui contient dans sa molecule une fonction 
amine libre. A titre d'exemples de drogues a fonc- 
tion amine libre peuvent etre cities des anthracy- 
clines ayant une activity antitumorale , telles que 
la daunorubicine ou la doxorubicine , ou des quinold- 

10 ines ayant des propriety antimalariques et anti- 
leishmaniales , telles que la primaquine. 

Selon l 1 invention, le "bras" est de nature 
peptidique et il contient, de preference, 3 ou 4 
aminoacides. II est particulierement important que 

15 l'aminoacide, lie a la fonction amine libre de la 
"drogue" par sa fonction carboxylique , comporte un 
carbone asymetrique et possede la configuration I 
car les peptidases ou les hydrolases lysosonialeB ne 
coupent que les liaisons peptidiques en a d'un 

20 carbone asymetrique. Les acides amines composant le 
bras peptidique peuvent §tre choisis parmi les 
acides amines L suivants : l'acide a-aminobutyrique , 
l'acide V- amino butyri que , l'acide £- amino caproi- 
que, l'arginine, 1 ' asparagine , l'acide aspartique, 

25 l'acide cysttique, la cysteine, la glutamine , l'aci-. 
de glutamique, la glycine, l'histidine, la 4-hydro- 
xyproline, 1 'isoleucine , la leucine, la lysine, la 
methionine, la norleucine, la norvaline, la phenyl- 
alanine, la proline, la serine, la threonine, le 

30 tryptophane, la tyrosine et la valine. D'un interet 
tout particulier pour remplir cette fonction est la 
L-leucine. Par exemple, parmi les derives de la 
fonction amine des anthracyclines antitumor ales, 
telles que la daunorubicine il a ete montre que la 

35 N-I-leucyl-daunorubicine est le produit qui, dans 
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les conditions de la digestion lysosomiale libere la 
quantity la plus importante de daunorubicine. Ainsi 
apres 2 heures d'hydrolyse a pH 4,5, la M leucyl- 
daunorubicine libere 65 + de daunorubicine libre et 
90£ a pH 6,0. D'autres acides amines interessants 
sont par exemple la L-tyrosine et la L-isoleucine 
qui, lorsdu'ils sont 116b a la daunorubicine, reg£- 
nerent a pH 6,0 respectivement 70# et 600 de dauno- 
rubicine par 1' action des peptidases lysosomiale s. 
Cependant la L-leucine a M B e*lectionnee comme 
acide amine adjacent k la drogue ou au principe ac- 
tif car la H-L-leucyl-daunorubicine, la N-L-leucyl- 
doxorubicine et la IT-L-leucyl-primaouine sont sta- 
bles dans le sdrum et regenerent rapidement la dro- 
gue ou le principe actif quand ils sont soumis a la 
digestion lysosomiale. 

Si le' bras entre la daunorubicine et le 
vecteur est une L-leucine, apres 24 heures d'hydro- 
lyse a pK 6,0 du produit vecteur-bras-drogue par des 
enzymes ly so somiaux purifies, 15 * de la drogue va 
etre lib6r£e sous forme de daunorubicine libre. De 
plus, un taux de liberation de la "drogue" libre 
beaucoup plus important est obtenu lorsciue le nombre 
des aminoacides constituent le "bras" peptidiojie 
augmente et il peut atteindre 78 * lorsque le pepti- 
de intermSdiaire est constitui par 1 • enchainement de 
4 aminoacides. Ainsi selon 1' invention, le "bras" 
interned! aire est de preference represent e par 1' en- 
chainement : 

X - L - Leu 

dans lequel L-leu est lie. par sa fonction carboxyli- 
que a la fonction amine de la drogue et X represente 
1, 2 ou 3 aminoacides, ldentioues ou diff events, 
choisis parmi la L-alanine, la glycine et la L- 
leucine . 
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D'un interet tout particulier sont lea 
"bras" peptidiques L-ala-L-leu, I-leu-L-ala-L-leu, 
L-ala-I-leu-L-ala-L-leu, (L-ala) 3 -L-leu f L-ala-L- 
leu-gly-L-leu, (gly-L-leu) 2 ; par mi ceux-ci lea 
5 enchainements dans lesquels la L-ala et la L-leu 
alternent conviennent particulierement bien. 

Selon 1' invention, le "vecteur" est une 
macromole-cule qui peut Stre endocytSe selectivement 
par les cellules cibles. De preference la macromole- 
10 cule est une proline dont la nature peptidique est 
liee k l'action recherchee de la "drogue". Par 
exemple, dans le cas des derived des anthracyc lines 
ant itumo rales, la serum albumine bovine (BSA), la 
fetuine, 1 'immune globuline ou les hormones peptidi- 
15 ques telles que la lactotropine ou 1 'hormone placen- 
taire lactogene peuvent St re avantageusement utili- 
s^es. Dans le cas des quinoldines antimalariques , 
il est particulierement intdressant d'utiliser l'a- 
sialof^tuine ou tout autre glycoprotein porteuse 
20 de r^sidus galactosyles terminaux, qui vont etre 
captees specif iquement par les hepatocytes ou se 
trouvent les parasites. 

Dans le cas des quinoleines antileishmani- 
ales, il est particulierement interessant d'utiliser 
des glycoproteins porteuses de residus mannosyles 
terminaux, qui vont etre captees spdc if iquement par 
les macrophages ou resident les parasites. 

Selon 1' invention, les nouvelles formes 
pharmaceutiques peuvent etre obtenues par action 
30 d'un produit de formule gendrale : 

X - L - leu - Drogue (n) 
dans laquelle le terme "Drogue" et le symbole X 
sont d^finis comme prdc^demment , sur une protgine 
dans les conditions habituellement utilises pour 
3 5 cr<*e:- une liaison peptidique entre la fonction amine 



25 
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litre de 1 'amino acid e terminal du produit de formule 
generale (II) et lee fonctions acides litres de la 
proline. 

Generalement, la reaction s'effectue dans 
5 un milieu tampon^ convenable tel qu'un milieu au 
tampon phosphate (Phosphate Buffered Saline ou PBS) 
en presence d'un agent de condensation tel qu'un 
carbodiimide comme l'^thyl -1 (dim£thylamino-3 pro- 
pyl)-? carbodiimide a une temperature comprise entre 
10 0 et 30°C. II est particulierement avantageux d'o- 
p£rer en 1' absence de lumiere. 

La nouvelle forme pharmaceutique selon 
1» invention est separee du melange r^actionnel selon 
les methodes physiques ou physicochimiques telle s 
15 que la chromatographic sur un support approprie\ 
Le "bras" peut egalement §tre accroche' 
aux fonctions amines libres de la proteine apres 
succinylation de la fonction amine libre de l'amino- 
acide terminal du produit de formule generale (II ) 
20 et activation de la fonction carboxylique terminale 
du succinyl par du U-hydroxysuccinimide. La conden- 
sation du bras porteur de la drogue avec le vecteur 
s'effectue alors en absence d'un agent de condensa- 
tion, pour donner les nouvelles formes pharmaceuti- 
25 ques de formule generale (I). 

Selon 1' invention les nouvelles formes 
pharmaceutique s de formule generale (I) dans les- 
quelles le "bras" peptidique est lie" au "vecteur" 
par 1« interned iaire d'un reste succinyle peuvent 
30 aussi §tre obtenus par action d'un produit de for- 
mule generale (II ) sur la proline succinylee. 

II est particulierement avantageux d'op(§- 
rer en presence d'un agent de condensation tel qu« 
un carbodiimide comme 1' 6thyl-l( dimethyl amino -3 
35 propyl)-3 carbodiimide a une temperature comprise 
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entre 0 et 30°C et de preference en 1" absence de 
lumiere. 

Le produit de formule generale (II) peut 
etre obtenu par condensation d'un aminoacide conve- 
5 nable ou d'un peptide sous forme acide dont les 
fonctions amines sont proteges, avec une drogue 
portant une fonction amine libre ou un de'rive' de 
cette drogue portant une fonction amine libre en 
presence d'un agent de condensation selon les me- 

10 thodes habituelles utilises en chimie peptidique. 

De prdf<§rence, on realise d'abord la 
condensation de la L-leucine dont la fonction amine 
est protegee, sur la "drogue" puis la condensation 
successive des aminoacides destines a constituer 

15 le bras sur la H-L-leucyl-"])rogue n . 

Comme agent de condensation, on utilise 
plus particulierement un carbodiimide dans un sol- 
vant organique tel que le dim^thyl-f ormamide , le 
chlorure de methylene ou 1 ' ac^tonitrile . La fonc- 

20 tion acide de 1' aminoacide peut aussi etre active^ 
sous forme d'ester avec le N-hydroxysuccinimide ou 
sous forme d' anhydride mixte. 

Les groupements protecteurs des fonctions 
amines sont des groupements de type acyle (formyle) 

25 ou urdthane (fluorenylmethoxycarbonyle , benzyloxy- 
carbonyle, tertio-butyloxycarbonyle ) ou arylalcoyle 
(trityle). Ces groupements peuvent ensuite etre 
elimine's dans des conditions qui ne doivent pas 
de"truire la liaison peptidique formee. Par exemple, 

30 lorsque la fonction amine est protegee par un radi- 
cal trityle, ce groupement protecteur peut etre £Li- 
mine" par hydrolyse en milieu acide. 

Les nouvelles formes pharmaceutiques selon 
1' invention sont particulierement utiles pour per- 

35 mettre une action selective dans le doraaine d'acti- 
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vite" de la drogue de base. L' action des nouveaux 
medicaments etant plus specif ique, le mime effet 
sera obtenu avec une quantite plus faible de drogue; 
par ailleurs, lea effets secondaires nefastes pour- 
ront Stre fortement attenuds sinon supprimes grace 
k la moindre dissemination de la drogue en dehors 
des cellules cibles. 

Les nouveaux produits selon 1' invention 
presentent des propriety particulierement interes- 
santes. 

Ainsi les produits pour lesquels la dro- 
gue est la daunorubicine inhibent, in vitro, la 
croissance des cellules cancereuses, telles que les 
cellules de la leucemie L 1210 dans un milieu appro- 
prie. Par exemple, apres 72 heures de culture, la 
BSA-succinyl-L-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-Daunorubicine, 
k une concentration voisine de 10 /ug/cm provoque 
90?S d' inhibition de la croissance des cellules de 
leucemie L 1210. 

Chez la souris, greffee par la leucemie 
I 1210 par voie intraperitondale et traitee par 
voie intra-peritoneale, la f etuine-succinyl-L-Ala- 
L-Leu-I-Ala-L-Leu-daunorubicine et la BSA-succinyl- 
L-Ala-L-£eu-l-Ala-L-leu-daunorubicine manif e stent , 
a doses egales exprim£es en daunorubicine , une acti- 
vity nettement superieure a celle de la daunorubi- 
cine ou de la L-leucyl-daunorubicine , associee a 
une toxicity moindre. 

Par exemple, k la dose de 5 mg/kg exprimee 
en daunorubicine, la f etuine-L-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu- 
daunorubicine produit une augmentation du temps de 
survie (IIS) voisine de 194 # avec 8 souris survi- 
vantes sur" 10 apres 30 ;jours d ' observation, alors 
que, dans les memes conditions, la daunorubicine, 
deja toxique k cette dose, provoque une augmentation 
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du temps de survie (lis) voisine de 7 f». 

Lea produits selon 1 'invention pour les- 
quels la drogue eat la primaquine provoquent, lors- 
qu'ils sont adminiatrda par voie intra-veineuae a 
dea doaea compriaea entre 10 et 30 mg/kg avant 1 'in- 
festation par Plasmodium berghei une augmentation 
du temps de survie auperieure a 400 ft par rapport 
aux temoina non traitda. 

Lea exempies suivants, donna's a titre non 
limitatif, montrent comment 1» invention peut Stre 
mise en pratique. 



EXEMPLE 1 

a) Preparation de la L-alanyl-L-leucyl -L-alanyl - 
L-leucyl - daunorubicine 

A une solution glac^e de 1 g de daunorubi- 
cine (1,77 mmoles) dana 200 cm 3 de tampon borate a 
pH 10,2, agitee soua azote, on ajoute une aolution 
de 320 mg de N-carboxy anhydride de L-leucine (2,04 
mmoles) dans 10 cm 3 d 'acetone a -10°C. Apres 5 minu- 
tes d -agitation, le pH est amend a 3,5 par addition 
d'acide sulfurique 6 H puis, aprea 15 minutes, le 
melange rdactionnel est neutralise par addition de 
soude 1 N. La aolution est extraite par 150 cm 3 de 
chlorure de methylene. La phaae organique est se- 
ehee sur sulfate de sodium. Apres filtration et con- 
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centration k sec sous pression rEduite (20 mm de 
mercure) a une temperature inferieure 50°C, le. pro- 
duit est purifiee par chromatographie sur 60 g de 
silice en eluant avec un melange chlorof orme-mStha- 
npl (95-5 en volumes). On obtient ainsi, apres eva- 
poration du solvant, 690 mg de M-leucyl-daunorubi- 
cine qui, par addition de la quantite thEorique d« 
acide chlorhydrique , fournit 715 mg de chlorhydrate 
de L-leucyl-daunorubicine fondant k 201°C avec de- 
composition. 

A une solution agitee de 677 mg de L- 
leucyl-daunorubicine (1 mmole) dans 16 cm de dime- 
thylformamide , on ajoute 498 mg de N-trityl-L-alani- 
nate de N-hydroxysuccinimide (2,12 mmole s) et 0,140 
cm 3 de triEthylamine. Le melange rEactionnel est 
agite pendant 24 heures k une temperature voisine de 
20°C. Apres Evaporation du solvant, le residu est 
dissous dans 10 cm 3 d'un melange chlorof orme-metha- 
nol (99-1 en volumes) , puis f litre" sur une colonne 
de 45 g de gel silice. On obtient, apres Evaporation 
du solvant, 450 mg de H-trityl-I-alanyl-L-leucyl- 
daunorubicine. Ce produit est traite a froid par une 
solution d' acide acetique a 75 puis la solution 
est neutralised par addition d'ammoniaque 12 N. 



Apres extraction 
par le chlorof orme , sechage sur sulfate de sodium, 
filtration et evaporation du solvant, formation du 
chlorhydrate et filtration du triphenylcarbinol, on 
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obtient 470 mg de chlorhydrate de L-alanyl - L- 
leucyl-dauno ruble ine fondant a 205°C avec decompo- 
sition. 

On dissout 250 mg de chlorhydrate de 
5 L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine dans 6 cm3 de dime- 
thylformamide puis on ajoute 0,046 cm' de triethyl- 
amine et 166 mg de IT-trityl-L-leucinate de IT-hydro- 
xysuccinimide. En operant comme precedemment pour 
la preparation de la L-alanyl - L-leucyl-daunorubi- 

10 cine, on obtient 130 mg de chlorhydrate de I-leucyl- 
L-alanyl-L-leucyl-dauiiorubicine fondant a 170°C avec 
decomposition. 

On dissout 98 mg de chlorhydrate de L- 
leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine dans 5 cm 3 de 

15 dimdthylformamide. On ajoute 0,016 cm 5 de triethyl- 
amine et 57 mg de N-trityl-L-alsninate de N-hydroxy- 
succinimide. En operant comme preceMemment pour la 
preparation de la L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine , 
on obtient 65,5 mg de chlorhydrate de I-alanyl- L- 

20 leucyl - L-alanyl- L-leucyl-daunorubicine fondant k 
217°C avec decomposition. 

b) Couplage avec la se"rum albumine bovine. 

A 8 mg de chlorhydrate de L-alanyl-L- 
leucyl -I-alanyl -L-leucyl-daunorubicine en solution 
•25 dans 2 cm 5 d'eau distilled, on ajoute 100 mg de se"- 
rum albumine bovine en solution dans 3 cm 5 de tampon 
phosphate (Phosphate Buffered Saline, PBS). 

Ie melange est conserve pendant 15 heures 
a 1 'obscurity, a une temperature voisine de 20°C, 
30 puis la solution est filtrSe sur une colonne de 150 
cm 3 de Biogel P-100 en eluant avec du tampon phos- 
phate (Phosphate Buffered Saline, PBS). 

La premiere fraction (14 cm 3 ) qui corres- 
pond au produit couple, est filtree sur une colonne 
35 contenant 1 g de Porapak Q (Waters) afin d'eliminer 
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lea traces eventuelles de drogue fixed de facon non 
covalente. La solution est sterilised par filtration 
sur filtre Millipore 0,2 /U et elle est conserved 
a -20°C. 

On obtient ainsi une solution contenant 
50 /ug de drogue par cm 3 et 3 mg de serum albumine 
bovine par em 3 . 
EXEMPLE 2 

a) Succinylation de la ff-L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl- 
L-leucyl-daunorubicine 

On dissout 130 mg de chlorhydrate de H-L- 
alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine 
(0,139 mmoles) dans 15 cm 3 d'eau bidis tilled. 

On ajoute 2 fois 14 mg d' anhydride succi- 
nlque (2 fois 0,14 mmoles) par petites fractions, 
tout en maintenant le pH a 7,5 par addition de soude 
1 H. 

A la fin de la reaction, "le pH du melange 
reactionnel est ajustd a 5,5 puis on eztrait le pro- 
duit forme* par 3 fois 20 cm 3 de chlorof orme . La pha- 
se organique est laved soigneusement 3 fois a l'eau 
bidistilled, puis sedhed sur sulfate de sodium. 

Apres evaporation de la phase organique, 
on obtient 100 mg de poudre rouge (rendement 72 $>) 
qui est mise en suspension dans 20 .cm d'eau. On 
ajoute 1 cm 3 d'une solution de soude 0,1 H. La solu- 
tion ainsi obtenue est lyophilised. On obtient ainsi 
103 mg de sel de sodium de la succinyl-L-ala-L-leu- 
L-ala-L-leu-daunorubicine . 
b) Oouplage avec la s«§rum albumine bovine 

On dissout 8,7 mg de succinyl-alanyl- 
leucyl-alanyl-leucyl-daunorubicine dans 2 ml d'eau 
bidistilled et on ajoute 100 mg de serum albumine 
bovine dissoute dans 2 ml de PBS et 10 mg de carbo- 
diimide soluble (l-<sthyl-3-(3-dime^hylamino-propyl)- 
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carbodiimide, Pierce Chem. , USA) dissous dans 1 ml 
de PBS. Le melange eat agite lentement a 4°C pendant 
16 h a I'abri de la lumiere puis la drogue couplee 
est separee de la drogue libre par tamisage molecu- 
5 laire sur une colonne de Biogel P-100 (Biorad Labo- 
ratoires, USA). Le premier pic 4lu6 contient 12,6^ug 
drogue/ml et est recupere dans <un volume de 46 ml. 
Ce qui donne un rendement de couplage de 16,9 1° et 
un rapport molaire drogue/pro teine de 1,4. La solu- 
10 tion est filtrge sur Millipore 0,2 /u et conserved 
k 4°C. ' 
EZEMPLE 3 

1. Preparation de la fetuine succinyl6e 

On dissout 1 g de fgtuine (Sigma-type III), 
15 dans laquelle 1 g de fetuine correspond a 0,33 mmo- 

les d* amines libres, dans 10 cm 5 d'eau bidistill^e. 

Le pH est ajuste" a 7,5 par addition de soude 0,5 E. 

A la solution on ajoute 68 mg d' anhydride succinique 

(0,68 ^umole) par petite s fractions en maintenant le 
20 pH au voisinage de 7,5 par addition. de soude H. On 

ajoute a nouveau 68 mg d 1 anhydride succinique puis 

la solution est dialysee contre 3 fois 2 litres d' 

eau distillee a 4°C. 

2. Couplage avec la L-alanyl - L-leucyl - L-alanyl - 
25 L-leucyl-daunorubicine 

On dissout 9,6 mg (10,3 /umoles) de chlor- 
hydrate de L-alanyl- L-leucyl-L-alanyl -L-leucyl- 
daunorubicine dans 2,5 cm 5 d'eau puis on ajoute 2,5 
cm 5 d'une solution de fetuine succinyle'e a 20 mg/cm 5 

30 (1,04 /umole). On ajoute ensuite 3 mg (15,6 ^umoles) 
d'e"thyl-l (diethyl amino -3 propyl)-3 carbodiimide. 
Le melange r^actionnel est laisse au repos et a I 1 
obscurite* pendant 6 heures a 4°C. On ajoute alors 
1,5 mg d'6thyl-l (diethylamino-3 propyl)-3 carbodi- 

35 imide puis on abandonne pendant 15 heures a une tem- 
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perature voisine de 20°C. 

La solution est alors f iltr^e stir tme colonne 
de Biogel P-100 pour separer la drogue litre de la 
drogue coupiee. On obtient un rendement de couplage 
5 de 83 i» et le rapport molaire drogue/pro teine est 
voisin de 7. 
EXEMPLE 4 

1. Preparation de la L-leucyl-L-aianyl-L-leucyl- 
doxorubicine 

10 a. On agite pendant 24 heures ; un melange de 

120 mg de chlorhydrate de L-leucyl-doxorubicine s et 
80 mg de tf-trityl-L-alaninate de lST-hydroxysuccin- 
imide dans 4 cm^ de dimethylformamide en presence de 
0,024 cm' de tri ethyl amine. L 1 evolution de la rdac- 

15 tion est suivie par chromatographic en couche mince. 
Lorso[ue la reaction est terminde le solvant est eva- 
pord sous pression r^duite. Le re*sidu obtenu est pu- 
rif i£ par chromatographic sur colonne de 10 g de 
silica gel en eiuant par des melanges chloroforme- 

20 methanol contenant progressivement de 1 a 10 ^ de 
methanol. 

L'dluat est recup^rd en une aerie de frac- 
tions et celles contenant la K-trityl-L-alanyl-L- 
leucyl- doxorubicine sont rassembl^es. 

25 L 1 Elimination du groupe protecteur de la 

f one tion amine de la L-alanine est effectude a tem- 
perature ambiante au moyen d'acide acetique 75 
Apres 20 minutes la solution est refroidie a 0°C, 
neutralisee par du HH^OH concentre. La solution est 

30 filtrde. Le precipite est lave" a l'eau distillde et 
le filtrat extrait au chloroforme et seche sur du 
NagSO^ anhydre. Apres evaporation du solvant sous 

36 La preparation et les proprietes de la L-leucyl- 
doxorubicine ont £te decrites dans le brevet 
beige n°869.485. 
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pression reduite, le chlorhydrate de N-L-ala-L-leu- 
doxorubicine eat obtenu par addition d'un Equivalent 
d'HCl 1 U. 

b. La N-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-doxorubici- 
5 ne est obtenue en suivant la mgthode dEcrite en a, 
mais en partant de 120 mg du chlorhydrate de N-L- 
alanyl-L-leucyl-doxorubicine et de 85 mg de N-tri- 
tyl-L-leucinate de H-hydroxysuccinimide . 

2. Preparation de la N-succinyl-L-leucyl-L-alanyl-L- 
10 leucyl-doxorubicine 

La succinylation de la N-L-leucyl-L-alanyl- 
L-leucyl-doxorubicine est effective tel que decrit 
dans l'exemple 2 a. pour la L-ala-L-leu-L-ala-L-leu- 
daunorubicine . 

15 3. Couplage de la N-succinyl-L-leucyl-L-alanyl-L- 
leucyl-doxorubicine a la serum albumine bovine 
Le couplage est effectue* tel que decrit 
dans l'exemple 2 b. pour la N-succinyl-L-alanyl-L- 
leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine. 

20 EXEMPLE 5 

1. Preparation de 1 ' asialof Etuine succinylde 

Une solution de 1 g de fetuine (Sigma 
Chem. , Etats-Unis) dans 10 cm 5 de tampon acetate 
0,2 M a pH 5,5 est passee, en circuit ferine", a tra- 

25 vers une colonne de neuraminidase insolubilisee 
(Sigma Chem., Etats-unis) maintenue a 45°C. 

Apres 48 heures, la solution d'asialofE- 
tuine est recupdrEe; le gel est lave" par du chlorure 
de sodium 2 M et l'acide sialique est «5limin£ par 

30 dialyse de la solution pendant 12 heures contre de 
l'eau distillee. L'asialof etuine est purifi<§e par 
passage sur une colonne de 125 cm 5 de di^thylamino- 
£thyl cellulose qui est eluee par du tampon Tris 
0,01 Ma pH 8. Des fractions de 150 gouttes sont 

35 recueillies a l'aide d'un collecteur de fraction 
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G-ilson. Lea tubes contenant l'aaialof etuine sont 
reunis et la solution est dialysSe contre de l'eau 
puis lyophilis^e. 

2. Preparation de la N-L-leucyl-primaquine 
5 a. On agite pendant 24 heures un melange de 

600 mg de primaquine (2,321 mmoles) et de 1,5 g de 
fluore"nylme^hoxycarbonyl-L-leucinate de N-hydroxy- 
succinimide (3,36 mmoles) dans 15 cm 3 de dimdthyl- 
formamide. L * Evolution de la reaction est suivie par 
10 chromatographic en couche mince. Lorsque la reaction 
est terminer le solvant est eVapore" sous pression 
requite. Le r£sidu obtenu est purifie* par chromato- 
graphic sur silicagel en dluant par des melanges 
chloroforme-m^thanol contenant progressivement de 
15 la 10 % de methanol et enfin par un melange chloro- 
forme-me^hanol-ammoniaque concentree (900-100-8 en 
volumes). L'£luat est r<§cup<§r£ en une sirie de frac- 
tions qui sont examinees en cnromatographie de cou- 
che mince, par rapport a des etalons apres detection 
20 dans 1' ultraviolet. 

L ' Elimination du groupement protecteur de 
la fonction amine de la L-leucine est effectuEe au 
moyen de pipe*ridine. Le pr^cipite* obtenu est s£pare 
par filtration et le filtrat est neutralise* a pH 7 
25 par une solution d'acide chlorhydrique N. La L-leu- ■ 
cyl-primaquine est extraite par du chloroforme (200 
cm 3 ). La phase organique est secheV sur sulfate de 
sodium. Apres filtration et concentration sous pres- 
sion rdduite (20 mm de mercure) , on obtient 647 mg 
30 de L-leucyl-priraaquine. A 647 mg de L leucyl-prima- 
quine (1,74 mmoles), on ajoute 3,48 cm 3 d'acide 
chlorhydrique 1 IT. On obtient ainsi une solution de 
dichlorhydrate de L-leucyl-primaquine. 

La IT-L-leucyl-primaquine peut Egalement 
35 Stre prdparde de la maniere suivante. 
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b. A une solution de 7,68 g de primaquine 
(0,050 mole) dans 125 cm 5 de chloroforme sec refroi- 
die a 0°C on ajoute , goutte a goutte , 4,65 g de 
N-carboxy anhydride de L-leucine (0,030 mole) dans 
5 50 cm 5 d 'Ether sec. La reaction est complete en 30 
minutes. Apres evaporation du solvant, le produit 
est purifie par chromatographie . On obtient ainsi 
6,7 g de L-leucyl-primaquine. 

3. Preparation de la L-alanyl-L-leucyl-primaquine 
10 On agite un mdlange de 4 g de L-leucyl- 

primaquine (10,75 mmoles) et de 4,65 g de trityl-L- 
alaninate de N-hydroxysuccinimide dans 30 cm' de 
dimEthylformamide. L 1 evolution de la reaction est 
suivie par chromatographie en couche mince . Apres 
15 Evaporation du solvant sous pression rEduite (20 mm 
de mercure), le produit est purifie par chromatogra- 
phie sur silice en Eluant par des mElanges chloro- 
forme -methanol contenant progressivement de 1 k 10 ^ 
de methanol. 

20 On obtient ainsi 5,21 g de N-trityl-L- 

alanyl-L-leucyl-prinaquine que I'on traite par 50 
cm 5 d'acide acetique k 75 Le prEcipitE de triphE- 
nyl-carbinol est sEparE par filtration, puis le fil- 
trat est neutralist a froid par addition d'ammonia- 

25 que concentred (50 cm 5 ) jusqu'a pH 7. Apres extrac- 
tion du melange rEactionnel par le chloroforme, la 
phase organique est sechee sur sulfate de sodium. 
Apres filtration et Evaporation du solvant sous 
pression reduite (20 mm de mercure), on obtient 3,45 

30 g de L-alanyl-L-leucyl-primaquine. A 3,45 g de L- 

alanyl-L-leucyl-primaquine (7,78 mmoles), on ajoute 
15,58 cm 5 d'une solution d'acide chlorhydrique nor- 
mal. On obtient ainsi une solution de dichlorhydrate 
de L-alanyl-L-leucyl-primaquine qui est lyophilisEe . 
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4. Couplage de la IT-l-alanyl-l-leucyl-primaquine a 
1 ' asialof etuine succinylee 

On dissout 332 mg d 1 asialof etuine (7-10" 
mmoles) dans 2,5 cm 3 de tampon phosphate (Phosphate 
Buffered Saline) et on ajoute 50 mg de dichlorhy- 
drate de L-alanyl-L-leucyl-primaquine et 50 mg de 
dthyl-l (dime*thylamino-3 propyl )-3 carbodiimide. On 
laisse en contact pendant 15 heures a l'abri de la 
lumiere et a une temperature voisine de 20°C. Le 
melange reactionnel est f litre" sur une colonne de 
125 cm 3 de Biogel P-100. On recueille des fractions 
de 150 gouttes. 

L 1 asialof etuine-L-alanyl-L-leucyl-prima- 
quine est recueillie dans les fractions 6 a 12. 
EXEMPLE 6 

1. Preparation de la N-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl- 
primaquine . 

la synthese du de*rive* tripeptidiciue de la 
primaquine est effectu^e tel que decrit dans 1' exam- 
ple 5 pax. 3 , &■ partir de U-L-alanyl-L-leucyl-prima- 
quine obtenue tel que decrit dans l'exemple 5 par. 3 
et du IT-trityl-L-leucinate de N-hydroxysuccinimide. 

2. Preparation de la U-L-alanyl-l-leucyl-l-alanyl- 
L-leucyl-primaquine . 

Ce derive" tetrapeptidique de la primaquine " 
est prepare* tel q^ue decrit dans l'exemple 5 par. 3, &■ 
partir de M-leucyl-l-alanyl-L-leucyl-primaquine 
obtenue tel que decrit dans l'exemple 6, par.l et du 
N-trityl-L-alaninate de N-hydroxysuccinimide. Le di- 
chlorhydrate de N-L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leu- 
cyl-primaquine possede un Rf de 0,29 dans le systeme 
de C.C.M. : CHCl^-MeOH-HB^OH 26 ?6 (900:100:9; v/v) 

et de 0,34 dans le systeme : CHClj-MeOH-HgO (120:20 

:1; v/v). 
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3. Couplage de la N-L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L- 
leucyl-primaquine a 1 1 asialof e"tuine succinyl^e 
Le couplage du d<5riv<5 t^trapeptidique de 
la primaquine a 1 'asialof equine succinyl<*e est r6&- 
5 lise* tel que decrit dans l'exemple 5, par. 4, pour 
le couplage a cette proteine de la N-L-alanyl-L- 
leucyl-primaquine . 

La presente invention concerne £galement 
les compositions mddicinales contenant les nouvelles 

10 formes pharmaceutiques selon 1' invention seules ou 
en association avec un ou plusieurs diluants ou ad- 
juvants compatibles. Ces compositions pourront Stre 
administrdes par voie parente'rale. 

Les compositions selon l'invention pour 

15 administration parente'rale peuvent e*tre des soluti- 
ons ste"riles aqueuses ou non aqueuses, des suspen- 
sions ou des Emulsions. Comme solvent ou vghicule, 
on peut employer le propylene -glycol, un polygthy- 
lene-glycol, des huiles vdggtales, en particulier 

20 l'huile d' olive, ou des esters organiques in jec ta- 
bles, par exemple l'oldate d'dthyle. Ces compositi- 
ons peuvent egalement comprendre des agents mouil- 
lants, emulsifiants et diapersants. La sterilisation 
peut se faire de plusieurs f aeons, par exemple a 1' 

25 aide d'un filtre bacte"riologique , en incorporant a 
la composition des agents stdrilisants ou par irra- 
diation. Elles peuvent Stre egalement preparers sous 
forme de compositions solides st^riles qui peuvent 
etre dissoutes au moment de l'emploi dans de l'eau 

30 sterile ou tout autre milieu sterile injectable. 

L'exemple suivant illustre une composition 
selon l'invention. 
EXEMPLE 

On prepare selon la technique habituelle 
35 100 cm' d'une solution sterile contenant une quanti- 
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te" de BSA-succinyl-L-ala-L-leu-L-ala-L-leu-dauno- 
rubicine correspondent a 100 mg de daunorubicine 
libre. Cette solution est administr^e en perfusion 
lente . 
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REVENDICATIOFS 

1. - Une nouvelle forme pharmaceutique d'un 
medicament caracterisee en ce qu'elle est represen- 
tee schematiquement par : 

Vecteur-bras-Drogue 

dans lequel 

- "drogue" represente un principe actif qui contient 
une fonction amine libre 

- "bras" est une chalne de nature peptidique repre- 
sentee par l'enchalnement 

I - L - leu 

dans lequel L-Leu represente un reste L-leucyl lie 
par sa fonction carboxylique k la fonction amine de 
la drogue et 2 represente 1, 2 ou 3 aminoacides, 
identiques ou different^ choisis parmi la L-alanine, 
la glycine ou la 1-leucine, dont une fonction amine 
terminale est eventuellement succinyiee, et "vecteui" 
est une macromoiecule de nature proteinique dont la 
nature est liee a l'action recherchee de la drogue. 

2. - Une nouvelle forme pharmaceutique selon la 
revendication 1 caracterisee en ce que la drogue est 
choisie parmi des anthracyclines antitumorales et 
des quinoieines antimalariques et antileishmaniales. 

3. - Uouvelle forme pharmaceutique selon la 
revendication 2 caracterisee en ce que la drogue est 
choisie parmi la daunorubicine , l a doxorubicin et 
la primaquine. 

4. - llouvelle forme pharmaceutique selon l'une 
des revendications 1 ou 2 caracterisee en ce que le 
bras contient 1 'enchainement L-ala-L-leu, L-leu-1- 
ela-L-leu, L-ala-L-leu-L-ala-I-leu, (L-ala) 3 -L-leu, 
gly-L-leu-gly-L-leu, L-ala-L-leu-gly-I-leu. 

5. - Nouvelle forme pharmaceutique selon l'une 
des revendications 1, 2 ou 3 caracterisee en ce que 
le vecteur est choisi parmi la serum albumine bovi- 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



22 



0037388 



ne, la f equine, l'immunoglobuline , l'asialof dtuine, 
ou les hormones peptidiques telles que la lactotro- 
pine ou 1 'hormone placentaire lactogene. 

6.- Un pro^de" de preparation d'une nouvelle 
forme pharmaceutique selon la revendication 1 carac- 
terise" en ce <iue l'on fait -reagir un produit de 
formule gen^rale : 

2 - L - leu - Drogue 
dans laquelle "Drogue" et X^L-leu sont ddfinis comme 
dans la revendication 1, sur une prote"ine dans les 
conditions approprie"es pour creer une liaison pepti- 
dique entre la fonction amine litre de l'aminoacide 
terminal du produit de formule generale X-L-leu- 
Drogue et les fonctions acides litres de la proteine, 
et isole le produit ainsi obtenu. 

7.- XJn proceMe" de preparation d'une nouvelle 
forme pharmaceutic selon la revendication 1 carac- 
tdrisd en ce que l'on fait reagir le produit de for- 
mule g£n£rale : 

ir-succinyl-X-X-leu-drogue 
dans laquelle "drogue" et X-L-leu sont definis comme 
dans la revendication 1, obtenu par succinylation du 
produit de formule g<hn5rale 

X-l-leu-d rogue 
sur une proteine dans les conditions appropriees 
pour creer une liaison peptidique entre la fonction 
carboxyle libre du sue cinyl terminal du produit de 
formule generale 

U- sue c inyl-X-L-leu-dr o gue 
et les fonctions amines libres de la proteine, et 
isole le produit ainsi obtenu. 

8.- ProceMe" de preparation d'une nouvelle 
forme pharmaceutique selon la revendication 1 carac- 
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terise" en ce que l'on fait r£agir une proline suc- 
cinylee, obtenu par succ.inylation de la proteine 
Tectrice, sur un produit de formule gen^rale : 

X - L-leu - drogue 
5 dans laquelle X et "drogue" sont d^finis comme dans 
la revendication 1 dans les conditions appropriees 
pour cr£er une liaison peptidique entre les foncti- 
ons carboxyles libres de la proteine succinylee et 
la fonction amine libre du produit de formule gdne- 
10 rale : 

X - L-Leu - drogue 
et iBole le produit obtenu. 

9.- ProceMe" de preparation d'une nouvelle for- 
me pharmaceutique selon l'une quelconque des reven- 

15 dications 6 a 8, caracterise' en ce que la reaction 
s'effectue dans un milieu tamponne* convenable tel 
qu'un milieu au tampon phosphate (Phosphate Buffered 
Saline) en presence d'un agent de condensation tel 
qu'un carbodiimide comme l'dthyl-1 (dime"thylamino-3 

20 propyl )-3 carbodiimide a une temperature comprise 
entre 0 et 30°C. 

10. - Proc£de suivant la revendication 8, carac- 
terise" en ce qu'on opere en l 1 absence de lumiere. 

11. - A titre de moyen pour la mise en oeuvre du 
25 proc^de selon la revendication 6, le produit de for- 
mule gen^rale : 

X - L - leu - Drogue 

dans laquelle L-leu-Drogue et X sont definis comme 
dans la revendication 1. 
30 12.- Produit suivant la revendication 10, carac- 

terise en ce qu'il est obtenu par condensation d'un 
aminoacide convenable ou d'un peptide sous forme 
acide dont les fonctions amines sont protegees , avec 
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une drogue portent une fonction amine libre ou un 
derive" de cette drogue portant une fonction amine 
litre en presence d'un agent de condensation selon 
lee m<§tnodes -habituelles utilisees en chimie pepti- 
dique. 

13.- Composition meMicinale caraet($ris£e en ce 
qu'elle est constitute par la nouvelle forme pharma- 
ceutiaue selon la revendication 1, eVentuellement 
en association avec un ou plusieurs diluants ou ad- 
juvants compatibles. 
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Description 

La prdsente invention concerne de nouvelles formes pharmaceutiques d'un principe actif, leur 
preparation et les compositions qui les contiennent. 

Un medicament ou une drogue, pour exercer son effet, doit pouvoir pen6trer dans la cellule appro- 
pri6e appeiee cellule cible. G6neralement cette p6n6tration s'effectue par diffusion du medicament ou 
de la drogue a travers la paroi cellulaire. Dans ces conditions, il s'etablit un equilibre entre la con- 
centration du principe actif dans la cellule et la concentration dans le milieu exteneur. Par ailleurs, le 
medicament ne penetre pas toujours sdlectivement dans les cellules cibles sur lesquelles il doit agir et, 
par son action sur les cellules saines, le medicament peut exercer des effets secondaires nefastes qui 
peuvent nuire a son utility. 

Un autre modele de penetration intracellulaire est base sur un mecanisme endocytaire au cours 
duquel les macromolecules sont incluses dans des vacuoles formies par I'invagination de la mem- 
brane cellulaire avant de fusionner avec les lysosomes. 

Ce mecanisme endocytaire dont la preponderance depend du type cellulaire peut etre utilise en 
therapeutique pour augmenter la selectivity des agents therapeutiques vis-a-vis des cellules suscep- 
tibles de ce mecanisme. 

Pour que I'agent the>apeutique ait une taille suffisante pour participer a ce mecanisme endo- 
cytaire, il est possible de lier le principe actif a une macromolecule, telle qu'une proteine, qui sera 
designee sous ie nom de vecteur. 

Des combinaisons agent theYapeutique-vecteur sont deja connues. 

Ainsi, le brevet americain No 4.01 7.471 divulgue la liaison d'agents antitumoraux a des anticorps 
specifiques pour certaines tumeurs par des liens peptidiques. Aucun bras intermediate n'est prevu 
entre I'agent actif et le verteur anticorps. 

La demande internationale publiee WO — A — 79/00515 pr6voit la liaison d'un medicament a un 
polymere vecteur; par exemple un polymere ou copolymere d'aminoacide par liaison covalente, c'est-a- 
dire notamment par I'fntermediaire de "molecules bras" (spacer molecules) dont on donne comme 
exemples des oligopeptides, I'anhydride succinique ou I'anhydride maieique. 

La presente invention part des constatations suivantes. 

Pour que le medicament puisse exercer en totality ou en partie ses effets, il est n6cessaire qu'il 
soit Iib6r6 a I'int6rieur ou au voisinage immediat de la cellule cible. En d'autres termes, la combinaison 
principe actif-vecteur ou drogue-vecteur doit rGpondre aux trois criteres suivants: 

1 ) §tre stable dans la circulation sanguine avant d'atteindre les cellules cibles, 

2) etre dissociee ou scindee dans les cellules cibles ou dans leur voisinage immediat, 

3) itre capable de reg6nerer la drogue sous sa forme active. 

Pour que le premier de ces criteres soit satisfait, il est necessaire que le lien entre la drogue et le 
vecteur soit de nature covalente, et que ce lien covalent resiste aux hydrolases presences dans le serum. 

La combinaison drogue-vecteur penetrant dans les cellules cibles par un mecanisme essentielle- 
ment endocytaire, il est n6cessaire de tenir compte des proprietes des lysosomes pour satisfaire au 
second crltdre. En effet, le lien entre la drogue et le vecteur peut §tre coup6 soit chimiquement en 
milieu acide soit enzymatiquement au moyen des hydrolases acides des lysosomes. Mais encore faut-il, 
compte tenu du troisieme critdre, que la drogue soit liberie sous sa forme active. II a et6 constate qu'un 
tel resultat ne peut pas §tre obtenu si le principe actif est lie directement a la macromolecule. 

II a ete trouv6, et c'est ce qui fait I'objet de la presente invention, qu'on peut obtenir un medica- 
ment qui possede les caracteristiques desir6es, si on intercale un lien temporaire d6sign6 par le terme 
"bras", entre la drogue et le vecteur. 

La presente invention concerne les nouvelles formes pharmaceutiques d'un principe actif qui 
peuvent etre schematiquement representees par: 

Vecteur — Bras — Drogue (0 

leur procede de preparation et les compositions qui les contiennent. 

Selon I'invention, la "drogue" est constitu6e par un principe actif qui agit intracellulairement et 
qui contient dans sa molecule une fonction amine libra. Les drogues a fonction amine libre faisant I'objet 
de la presente demande comprennent notamment des anthracyclines ayant une activite antitumorale, 
telles que la daunorubicine ou la doxorubicine, ou des quinol6ines ayant des proprietes antimalariques 
et antileishmaniales, telles que la primaquine. 

Selon I'invention, le "bras" est de nature peptidique et il contient, de preference, 3 ou 4 amino- 
acides. II est particulierement important que I'aminoacide, lie a la fonction amine libre de la "drogue" 
par sa fonction carboxylique, comporte un carbone asym6trique et possede la configuration L car les 
peptidases ou les hydrolases lysosomiales ne coupent que les liaisons peptidiques ne a d'un carbone 
asymetrique. 
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D'un interSt tout particulier pour remplir cette fonction est la L-leucme. 
Selon I'invention, le "bras" intermediate est repr£sente par I'enchaTnement: 

X — L — Leu 

dans lequel L-leu est lie par sa fonction carboxylique a la fonction amine de la drogue et X represente 1 , 
2 ou 3 aminoacides, identiques ou differents, choisls parmi la L-alanine, la glycine et la L-leucine. 

D'un intent tout particulier sont les "bras" peptidiques L-ala-L-leu, L-leu-L-ala-L-leu, L-ala-L-leu- 
L-ala-L-leu, (L-ala) 3 -L-leu, L-ala-L-leu-gly-L-leu, (gly-L-leu) 2 ; parmi ceux-ci les enchainements dans 
lesquels la L-ala et la L-leu alternent conviennent particulierement bien. 

Par exemple, parmi les d6riv6s de la fonction amine des anthracyclines antitumorales, telles que la 
daunorubicine il a 6t6 montre que la N-L-leucyl-daunorubicine est le produit qui, dans les conditions de 
la digestion iysosomiale libere la quantiti la plus importante de daunorubicine. Ainsi apres 2 heures 
d'hydrolyse a pH 4,5, la N-L leucyl-daunorubicine libere 65% de daunorubicine libre et 90% a pH 6,0. 
Tandis que par exemple la L-tyrosine et la L-isoleucine, lorsqu'elles sont liees a la daunorubicine, 
regenerent a pH 6,0 respectivement 70% et 60% de daunorubicine par Taction des peptidases lyso- 
somiales. Cependant la L-leucine a 6te sSlectionnee comme acide amine adjacent a la drogue ou au 
principe actif car la N-L-leucyl-daunorubicine, la N-L-leucyl-doxorubicine et la N-L-leucyl-primaquine 
sont stables dans le se>um et regenerent rapidement la drogue ou le principe actif quand elles sont 
soumis es a la digestion Iysosomiale. ..... . u 

Si le bras entre la daunorubicine et le vecteurest une L-leucine, apres 24 heures d hydrolyse A pH 
6,0 du produit vecteur-brase-drogue par des enzymes lysosomiaux purifies, 1 5% de la drogue va etre 
libSres sous forme de daunorubicine libre. De plus, un taux de liberation de la "drogue" libre beaucoup 
plus important est obtenu lorsque le nombre des aminoacides constituant le "bras" peptidique aug- 
mente et il peut atteindre 78% lorsque le peptide Intermediate est constitue" par I'enchaTnement de 4 
aminoacides. 

Selon I'invention, le "vecteur" est une macromolecule qui peut etre endocytee selectivement par 
les cellules cibles. De preference la macromolecule est une proteme dont la nature peptidique est liee a 
Taction recherchee de la "drogue". Par exemple, dans le cas des derives des anthracyclines anti- 
tumorales, le serum albumlne bovine (BSA), la fetuine, I'immunoglobuline ou les hormones pepti- 
diques telles que la lactotropine ou I'hormone placentaire lactogene peuvent etre avantageusement 
utilises. Dans le cas des quinolemes antimalariques, il est particulierement interessant d'utiliser I'asial- 
ofetuine ou tout autre glycoproteine porteuse de residus galactosyles terminaux, qui vont §tre capt6es 
specifiquement par les h6patocytes ou se trouvent les parasites. 

Dans le cas des quinoleines antileishmaniales, il est particulierement interessant d utiliser des 
glycoproteines porteuses de residus mannosyles terminaux, qui vont §tre captees specifiquement par 
les macrophages ou resident les parasites.. . 

Selon I'invention, les nouvelles formes pharmaceutiques peuvent etre obtenues par action 
d'un produit de formule gSnerale: 

X—L— leu— Drogue (ID 

dans laquelle le terme "Drogue" et le symbole X sont dermis comme prec6demment, sur une proline 
dans les conditions habituellement utilisees pour creer une liaison peptidique entre la fonction amine 
libre de I'aminoacide terminal du produit de formule g6n6rale (II) et les fonctions acides. Iibres de la 

Pr0t6 G#neralement, la reaction s'effectue dans un milieu tamponnS convenable tel qu'un milieu au 
tampon phosphate (Phosphate Buffered Saline ou PBS) en presence d'un agent de condensation tel 
qu'un carbodiimide comme l'6thyl -1 (dimethylamino-3 propyl)-3 carbodiimide a une temperature 
comprise entre 0 et 30°C. II est particulierement avantageux d'operer en I'absence de lumiere. 

La nouvelle forme pharmaceutique selon I'invention est separee du melange r6actionnel selon les 
mithodes physiques ou physicochimiques telles que la chromatographie sur un support appropriiS. 

Le "bras" peut egalement etre accrochS aux fonctions amines Iibres de la proteme aprds suc- 
cinylation de la fonction amine libre de I'aminoacide terminal du produit de formule g6n§rale (II) et 
activation de la fonction carboxylique terminals du succinyl par du N-hydroxysuccinimide. La conden- 
sation du bras porteur de la drogue avec le vecteur s'effectue alors en absence d'un agent de conden- 
sation, pour donner les nouvelles formes pharmaceutiques de formule g6nerale (I). 

Selon I'invention les nouvelles formes pharmaceutiques de formule generale (I) dans lesquelles le 
"bras" peptidique est lie" au "vecteur" par I'intermediaire d'un reste succinyle peuvent aussi etre 
obtenues par action d'un produit de formule g6nerale (II) sur la proteine succinylee. 

II est particulierement avantageux d'operer en presence d'un agent de condensation tel qu un 
carbodiimide comme l'ethyl-1 (dimethylamino-3 propyl)-3 carbodiimide a une temperature comprise 
entre 0et30°Cetde preference en I'absence de lumiere. 

Le produit de formule generale (II) peut §tre obtenu par condensation d'un aminoacide con- 
venable ou d'un peptide sous forme acide dont les fonctions amines sont protegees, avec une drogue 
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portant une fonction amine fibre ou un derive de cette drogue portant une fonction amine libra en 
presence d'un agent de condensation selon les methodes habituelles utilisees en chimie peptidique. 

De preference, on realise d'abord la condensation de la L-leucine dont la fonction amine est pro- 
tegee, sur la "drogue" puis la condensation successive des aminoacides destines a constituer le bras 
sur la N-L-leucyl-"Drogue". 

Comme agent de condensation, on utilise plus particulierement un carbodiimide dans un solvant 
organique tel que le dim6thyl-formamide, le chlorure de methylene ou I'acetonitrile. La fonction acide 
de I'aminoacide peut aussi §tre activSe sous forme d'ester avec le N-hydroxysuccinimide ou sous forme 
d'anhydride mixte. 

Les groupements protecteurs des fonctions amines sont des groupements de type acyle (formyle) 
ou urethane (fluorSnylmethoxycarbonyle, benzyloxycarbonyle, tertio-butyloxycarbonyle) ou arylalcoyle 
(trityle). Ces groupements peuvent ensuite etre elimin§s dans des conditions qui ne doivent pas detruire 
la liaison peptidique form6e. Par exemple, iorsque la fonction amine est prot6g6e par un radical trityle, 
ce groupement protecteur peut etre elimine par hydrolyse en milieu acide. 

Les nouvelles formes pharmaceutiques selon I'invention sont particulierement utiles pour per- 
mettre une action selective dans le domaine d'activite de la drogue de base. L'action des nouveaux 
medicaments etant plus specif ique, le meme effet sera obtenu avec une quantite plus faible de drogue; 
par ailleurs, les effets secondaires nefastes pourront §tre fortement attenues sinon supprimes grace a la 
moindre dissemination de la drogue en dehors des cellules cibles. 

Les nouveaux produits selon I'invention presentent des proprietes particulierement interessantes. 

Ainsi les produits pour lesquels la drogue est la daunorubicine inhibent, in vitro, la croissance des 
cellules canc6reuses, telles que les cellules de la leucemie L 1210 dans un milieu approprie. Par 
exemple, apres 72 heures de culture, la BSA-succinyl-L-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-Daunorubicine, a une 
concentration voisine de 10 fig/cm 3 provoque 90% d'inhibition de la croissance des cellules de 
leucemie L 1210. 

Chez la souris, greff6e par la leucemie L 1210 par voie intraperitoneale et traitee par voie intra- 
p6ritoneale, la fetuine-succinyl-L-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-daunorubicine et la BSA-succinyl-L-Ala-L-Leu- 
L-Ala-L-Leu-daunorubicine manifestent, a doses egales exprimees en daunorubicine, une activite nette- 
ment superieure a cede de la daunorubicine ou de la L-leucyl-daunorubicine, associee a une toxicite 
moindre. 

Par exemple, a la dose de 5 mg/kg exprirriee en daunorubicine, la fetuine-L-Ala-L-Leu-L-Ala-L- 
Leu-daunorubicine produit une augmentation du temps de survie (ILS) voisine de 194% avec 8 souris 
survivantes sur 10 aprds 30 jours d'observation, alors que, dans les m§mes conditions, la dauno- 
rubicine, deja toxique a cette dose, provoque une augmentation du temps de survie (ILS) voisine de 7%. 

Les produits selon I'invention pour lesquels la drogue est la primaquine provoquent, lorsqu'ils sont 
administres par voie intra-veineuse a des doses comprises entre 1 0 et 30 mg/kg avant I'infestation par 
Plasmodium berghei une augmentation du temps de survie sup6rieure a 400% par rapport aux temoins 
non traites. 

Les exemples suivants, donnes a titre non limitatif, montrent comment I'invention peut §tre mise 
en pratique. 

Exemple 1 

a) Preparation de la L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine 

A une solution glacee de 1 g de daunorubicine (1,77 mmoles) dans 200 cm 3 de tampon borate a 
pH 10,2, agit6e sous azote, on ajoute une solution de 320 mg de N-carboxyanhydride de L-leucine 
(2,04 mmoles) dans 1 0 cm 3 d'acetone a -10°C. Apres 5 minutes d'agitation, le pH est amen6 a 3,5 par 
addition d'acide sulfurique 6 N puis, apres 1 5 minutes, le melange r6actionnel est neutralise par addi- 
tion de soude 1 N. La solution est extraite par 1 50 cm 3 de chlorure de methylene. La phase organique 
est sechee sur sulfate de sodium. Apres filtration et concentration a sec sous pression reduite (2666,4 
Pa) a une temperature inferieure 50°C, le produit est purifi6e par chromatographie sur 60 g de silice en 
eiuant avec un melange chloroforme-methanol (95 — 5 en volumes). On obtient ainsi, apres evapora- 
tion du solvant, 690 mg de N-L-leucyl-daunorubicine qui, par addition de la quantite th6orique d'acide 
chlorhydrique, fournit 715 mg de chlorhydrate de L-leucyl-daunorubicine fondant a 201 °C avec 
decomposition. 

A une solution agitee de 677 mg de L-leucyl-daunorubicine (1 mmole) dans 1 6 cm 3 de dimethyl- 
formamide, on ajoute 498 mg de N-trityl-L-alaninate de N-hydroxysuccinimide (2,12 mmoles) et 0,140 
cm 3 de tri6thylamine. Le melange r6actionnel est agit6 pendant 24 heures a une temperature voisine de 
20°C. Apres evaporation du solvant, le rSsidu est dissous dans 10 cm 3 d'un melange chloroforme- 
methanol (99 — 1 en volumes), puis filtrS sur une colonne de 45 g de gel silice. On obtient, apres 
evaporation du solvant, 450 mg de N-trityl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine. Ce produit est traite a froid 
par une solution d'acide acStique a 75%, puis la solution est neutralises par addition d'ammoniaque 
12 N. 

Apres extraction par le chloroforme, s6chage sur sulfate de sodium, filtration et evaporation du 
solvant, formation du chlorhydrate et filtration du triphenylcarbinol, on obtient 470 mg de chlorhydrate 
de L-alanyl-L-laucyl-daunorubicine fondant a 205°C avec decomposition. 
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On dissout 250 mg de chlorhydrate de L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine dans 6 cm 3 de dimethyl- 
formamide puis on ajoute 0,046 cm 3 de triethylamine et 1 66 mg de N-trityl-L-leucinate de N-hydroxy- 
succinimide. En operant comme precSdemment pour la preparation de la L-alanyl-L-leucyl-daunorubi- 
cine, on obtient 130 mg de chlorhydrate de L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine fondant a 170°C 
avec decomposition. 

On dissout 98 mg de chlorhydrate de L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine dans 5 cm 3 da di- 
methylformamide. On ajoute 0,016 cm 3 de triethylamine et 57 mg de N-trityl-L-alaninate de N- 
hydroxysuccinimide. En operant comme precedemment pour la preparation de la L-alanyl-L-leucyl- 
daunorubicine, on obtient 65,5 mg de chlorhydrate de L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-dauno- 
rubicine fondant a 217°C avec decomposition. 

b) Couplage avec la se>um albumins bovine. 

A 8 mg de chlorhydrate de L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine en solution dans 2 
cm 3 d'eau distillee, on ajoute 100 mg de semm albumine bovine et 50 mg de 1-ethyl-3-(3 dimethyl- 
aminopropyDcarbodiimide (Sigma Chem. USA) en solution dans 3 cm 3 de tampon phosphate (Phos- 
phate Buffered Saline, PBS). 

Le melange est conserve pendant 1 5 heures a I'obscurite, a une temperature volsine de 20°C, 
puis la solution est filtree sur une colonne de 150 cm 3 de Biogel P-100® en eluant avec du tampon 
phosphate (Phosphate Buffered Saline, PBS). 

La premiere fraction (14 cm 3 ) qui correspond au produit couple, est filtree sur une colonne con- 
tenant 1 g de Porapak Q® (Waters) afin d'6liminer les traces eventuelles de drogue fixee de facon non 
covalente. La solution est sterilisee par filtration sur filtre Millipore® 0,2 /im et elle est conservee a 
-20°C. 

On obtient ainsi une solution contenant 50 fig de drogue par cm 3 et 3 mg de serum albumine 
bovine par cm 3 . 

Exemple 2 

a) Succinylation de la N-L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine 

On dissout 130 mg de chlorhydrate de N-L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine 
(0,139 mmoles) dans 15 cm 3 d'eau bidistillee. 

On ajoute 2 fois 14 mg d'anhydride succinique (2 fois 0,14 mmoles) par petites fractions, tout en 
maintenant le pH a 7,5 par addition de soude 1 N. 

A la fin de la reaction, le pH du melange reactionnel est ajuste" a 5,5 puis on extrait le produit 
forme par 3 fois 20 cm 3 de chloroforme. La phase organique est lavee soigneusement 3 fois a I'eau bi- 
distillee, puis sech6e sur sulfate de sodium. 

Apres evaporation de la phase organique, on obtient 1 00 mg de poudre rouge (rendement 72%) 
qui est mise en suspension dans 20 cm 3 d'eau. On ajoute 1 cm 3 d'une solution de soude 0,1 N. La solu- 
tion ainsi obtenue est lyophilisSe. On obtient ainsl 1 03 nig de sel de sodium de le succinyl-L-ala-L-leu- 
L-ala-L-leu-daunorubicine. 

b) Couplage avec la serum albumine bovine 

On dissout 8,7 mg de succinyl-alanyl-leucyl-alanyl-leucyl-daunorubicine dans 2 ml d'eau bi- 
distillee et on ajoute 100 mg des§rum albumine bovine dissoute dans 2 ml de PBS et 10 mgdecarbo- 
diimide soluble (1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl)-carbodiimide, Pierce Chem., USA) dlssous dans 1 
ml de PBS. Le melange est agite lentement a 4°C pendant 16 h a I'abri de la lumiere puis la drogue 
couplee est separSe de la drogue libra par tamisage moleculaire sur une colonne de Biogel P-100® 
(Biorad Laboratoires, USA). Le premier pic Slue contient 12,6 fig drogue/ml et est n§cupe>6 dans un 
volume de 46 ml. Ce qui donne un rendement de couplage de 1 6,9% et un rapport molaire drogue/pro- 
teine de 1 ,4. La solution est filtree sur Millipore® 0,2 fim et conservee a 4°C. 

Exemple 3 

1. Preparation de la fetuine succinylee 

On dissout 1 g de fetuine (Sigma-type III), dans laquelle 1 g de fetuine correspond a 0,33 mmoles 
d'amines libres, dans 10 cm 3 d'eau bidistillee. Le pH est ajustd a 7,5 par addition de soude 0,5 N. A la 
solution on ajoute 68 mg d'anhydride succinique (0,68 /j.mo\e) par petites fractions en maintenant le 
pH au voisinage de 7,5 par addition de sonde N. On ajoute a nouveau 68 mg d'anhydride succinique 
puis la solution est dialysee contre 3 fois 2 litres d'eau distillee a 4°C. 

2. Couplage avec la L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine 

On dissout 9,6 mg (10,3 mmoles) de chlorhydrate de L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-dauno- 
rubicine dans 2,5 cm 3 d'eau puis on ajoute 2,5 cm 3 d'une solution d,e f6tuine succinylee a 20 mg/cm 3 
(1,04 /tmole). On ajoute ensuite 3 mg (15,6/umoles) d'ethyl-1 (diethylamino-3 propyl)-3 carbodiimide. 
Le melange reactionnel est laisse au repos et a I'obscurlte pendant 6 heures a 4°C. On ajoute alors 1 ,5 
mg d'ethyl-1 (di6thylamino-3 propyl)-3 carbodiimide puis on abandonne pendant 1 5 heures a une 
temperature voisine de 20°C. 
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La solution est alors filtree sur une colonne de Biogel P-100® pour separer la drogue libra de la 
drogue couplee. On obtient un rendement de couplage de 83% et le rapport molaire drogue/proteine est 
volsin de 7. 



Exemple 4 

1. Preparation de la L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-doxorubicine 

a. On agite pendant 24 heures un melange de 120 mg de chlorhydrate de L-leucyl-doxorubicine* 
et 80 mg de N-trityl-L-alaninate de N-hydroxysuccinimide dans 4 cm 3 de dimethylformamide en 
presence de 0,024 cm 3 de triethylamine. devolution de la reaction est suivie par chromatographic en 
couche mince. Lorsque la reaction est terminee le solvant est evaporg sous pression reduite. Le residu 
obtenu est purifie par chromatographie sur colonne de 10 g de silica gel en eluant par des melanges 
chloroformemSthanol contenant progressivement de 1 a 10% de methanol. 

L'eluat est r^cupere en une serie de fractions et celles contenant la N-trityl-L-alanyl-L-leucyl- 
doxorubicine sont rassembl6es. 

L'elimination du groupe protecteur de la fonction amine de la L-alanine est effectuee a tempera- 
ture ambiante au moyen d'acide antique 75%. Apres 20 minutes la solution est refroidie a 0°C, neu- 
tralis6e par du NH 4 0H concentre. La solution est filtr6e. Le pr6cipite est lave a I'eau distill6e et le flltrat 
extrait au chloroforme et s6che sur du Na 2 S0 4 anhydre. Apres evaporation du solvant sous pression 
requite, le chlorhydrate de N-L-ala-L-leu-doxorubicine est obtenu par addition d'un equivalent d'HCI 
1 N. 

b. La N-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-doxorubicine est obtenue en suivant la mSthode decrite an a, 
mais en partant de 120 mg du chlorhydrate de N-L-alanyl-L-leucyl-doxorubicine et de 85 mg de N- 
trityl-L-leucinate de N-hydroxysuccinimide. 

2. Preparation de la N-succinyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyi-doxorubicine 

La succinylation de la N-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-doxorubicine est effectuee tel que dgcrit dans 
I'exemple 2a. pour la L-ala-L-leu-L-ala-L-leu-daunorubicine. 

3. Couplage de la N-succinyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-doxorubicine a la serum albumine bovine 

Le couplage est effectue tel que decrit dans I'exemple 2b. pour la N-succinyl-L-alanyl-L-leucyl-L- 
alanyl-L-leucyl-daunorublcine. 

Exemple 5 

1. Preparation de I'asialofetuine succinyiee 

Une solution de 1 g de fetuine (Sigma Chem., Etats-Unis) dans 1 0 cm 3 de tampon acetate 0,2 M d 
pH 5,5 est pass£e, en circuit ferme, a travers une colonne de neuraminidase insolubilis6e (Sigma 
Chem., Etats-Unis) maintenue a 45°C. 

Apres 48 heures, la solution d'asialofetuine est recuperee; le gel est lave par du chlorure de 
sodium 2 M et I'acide sialique est elimine par dialyse de la solution pendant 12 heures contre de I'eau 
distillee. L'asialofetuine est purifiee par passage sur une colonne de 125 cm 3 de di6thylamino6thyl 
cellulose qui est 6luee par du tampon Tris 0,01 M a pH 8. Des fractions de 1 50 gouttes sont recueillies 
a I'aide d'un collecteur de fraction Gilson. Les tubes contenant I'asialofetuine sont reunis et la solution 
est dralysee contre de I'eau puis lyophilisee. 

2. Preparation de la N-L-leucyl-primaquine 

a. On agite pendant 24 heures un melange de 600 mg de primaquine (2,321 mmoles) et de 1,5 g 
de fluor£nylmethoxycarbonyl-L-leucinate de N-hydroxysuccinimide (3,36 mmoles) dans 1 5 cm 3 de di- 
methylformamide. L evolution de la reaction est suivie par chromatographie en couche mince. Lorsque 
la reaction est terminee le solvant est evapore" sous pression reduite. Le residu obtenu est purifie par 
chromatographie sur silicagehen eluant par des melanges chloroforme-methanol contenant progres- 
sivement de 1 a 10% de methanol et enfin par un melange chloroforme-methanol-ammoniaque con- 
centre (900 — 100 — 8 en volumes). L'6luat est recupere en une aerie de fractions qui sont examinees 
en chromatographie de couche mince, par rapport a des etalons apres detection dans I'ultraviolet. 

L'elimination du groupement protecteur de la fonction amine de la L-leucine est effectuee au 
moyen de piperidine. Le precipite obtenu est s<§pare par filtration et le filtrat est neutralise a pH 7 par 
une solution d'acide chlorhydrique N. La L-leucyl-primaquine est extraite pardu chloroforme (200 cm 3 ). 
La phase organique est sech6e sur sulfate de sodium. Apres filtration et concentration sous pression 
reduite (2666,44 Pa), on obtient 647 mg de L-leucyl-primaquine. A 647 mg de L leucyl-primaquine 
(1,74 mmoles), on ajoute 3,48 cm 3 d'acide chlorhydrique 1 N. On obtient ainsi une solution de dichlor- 
hydrate de L-leucyl-primaquine. 

La N-L-leucyl-primaquine peut egalement Stre preparee de la maniere suivante. 



*La preparation et les proprietes de la L-leucyl-doxorubicine ont et6 d6crites dans le brevet beige 
n° 869.485. 
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b. A une solution de 7,68 g de primaquine (0,030 mole) dans 1 25 cm 3 de chloroforme sec 
refroidie a 0°C on ajoute, goutte a goutte, 4,65 g de N-carboxyanhydride de L-leucine (0,030 mole) 
dans 50 cm 3 d'ether sec. La reaction est complete en 30 minutes. Apres evaporation du solvant, le 
produit est purifie par chromatographie. On obtient ainsi 6,7 g de L-leucyl-primaquine. 

5 

3. Preparation de la L-alanyl-L-leucyl-primaquine 

On agite un m6lange de 4 g de L-leucyl-primaquine (10,75 mmoles) et de 4,65 g de trityl-L- 
alaninate de N-hydroxysuccinimide dans 30 cm 3 de dimethylformamide. devolution de la reaction est 
suivie par chromatographie en couche mince. Apres evaporation du solvant sous pression reduite 
w (2666,44 Pa), le produit est purifie par chromatographie sur silice en eluant par des melanges chloro- 
forme-methanol contenant progressivement de 1 a 10% de methanol. 

On obtient ainsi 5,21 g de N-trityl-L-alanyl-L-leucyl-primaquine que I'on traite par 50 cm 3 d'acide 
acetique a 75%. Le precipite de triphenyl-carbinol est separe par filtration, puis le filtrat est neutralise a 
froid par addition d'ammoniaque concentree (50 cm 3 ) jusqu'a pH 7. Apres extraction du melange reac- 
ts tionnel par le chloroforme, la phase organique est sechee sur sulfate de sodium. Apres filtration et 
evaporation du solvant sous pression reduite (2666,44 Pa), on obtient 3,45 g de L-alanyl-L-leucyl- 
primaquine. A 3,45 g de L-alanyl-L-leucyl-primaquine (7,78 mmoles), on ajoute 15,58 cm 3 d'une solu- 
tion d'acide chlorhydrique normal. On obtient ainsi une solution de dichlorhydrate de L-alanyl-L-leucyl- 
primaquine qui est lyophilisee. 

20 

4. Couplage de la N-L-alanyl-L-leucyl-primaquine a I'asialofetuine succinylee 

On dissout 332 mg d'asialofetuine (7.1 0" 3 mmoles) dans 2,5 cm 3 de tampon phosphate (Phos- 
phate Buffered Saline) et on ajoute 50 mg de dichlorhydrate de L-alanyl-L-leucyl-primaquine et 50 mg 
de ethyl-1 (dimethylamino-3 propyl)-3 carbodiimide. On laisse en contact pendant 15 heures a I'abri de 
25 la lumiere et a une temperature voisine de 20°C. Le melange reactionnel est filtre sur une colonne de 
125 cm 3 de Biogel P-100®. On recueille des fractions de 150 gouttes. 

L'asialof6tuine-L-alanyl-L-leucyl-primaquine est recueillie dans les fractions 6 a 12. 

Exemple 6 

30 1. Preparation de la N-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-prlmaquine. 

La synthese du derive tripeptidique de la primaquine est effectuee tel que decrit dans I'exemple 5 
par. 3, a partir de N-L-alanyl-L-leucyl-primaquine obtenue tel que decrit dans I'exemple 5 par. 3 et du 
N-trityl-L-leucinatB de N-hydroxysuccinimide. 

35 2. Preparation de la N-L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-primaquine. 

Ce derivS tetrapeptidique de la primaquine est prepare tel que decrit dans I'exemple 5 par. 3, a 
partir de N-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-primaquine obtenue tel que decrit dans I'exemple 6, par. 1 et du 
N-trltyl-L-alaninate de N-hydroxysuccinimide. Le dichlorhydrate de N-L-alanyl-Heucyl-L-alanyl-L- 
leucyl-primaquine possede un Rf de 0,29 dans le systeme de C.C.M.: CHCI 3 — MeOH— NH«0H 26% 

«o (900:100:9; v/v) et de 0,34 dans Je systeme: CHCI 3 — MeOH — H 2 0 (120:20:1; v/v). 

3. Couplage de la N-L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-primaquine a I'asialofetuine succinylee 

Le couplage du derive tetrapeptidique de la primaquine a I'asialofetuine succinylee est realise tel 
que decrit dans I'exemple 5, par. 4, pour le couplage a cette proteine de la N-L-alanyl-L-leucyl- 
45 primaquine. ,. . , , ,, 

La presente invention concerne egalement les compositions mSdicinales contenant les nouvelles 
formes pharmaceutiques selon I'invention seules ou en association avec un ou plusieurs diluants ou 
adjuvants compatibles. Ces compositions pourront etre administrees par voie parenterale. 

Les compositions selon I'invention pour administration parenterale peuvent etre des solutions 
so steriles oqueuses ou non aqueuses, des suspensions ou des emulsions. Comme solvant ou vehicule, on 
peut employer le propylene-glycol, un polyethylene-glycol, des huiles vegetales, en particular I huile 
d'olive, ou des esters organiques injectables, par exemple I'oleate d'ethyle. Ces compositions peuvent 
egalement comprendre des agents mouillants, emulsifiants et dispersants. La sterilisation peut se faire 
de plusieurs facons. par exemple a I'aide d'un filtre bacteriologique, en incorporant a la composition des 
55 agents sterilisants ou par irradiation. Elles peuvent etre 6galement preparees sous forme de composi- 
tions solides steriles qui peuvent etre dissoutes au moment de I'emploi dans de I'eau sterile ou tout 
autre milieu sterile injectable. 

L'exemple suivant illustre une composition selon I'invention. 

so Exemple , .. ^. = . 

On prepare selon la technique habituelle 100 cm 3 d'une solution sterile contenant une quantite de 
BSA-succinyl-L-ala-L-leu-L-ala-L-leu-daunorubicine correspondant a 100 mg de daunorubicine libre. 
Cette solution est administree en perfusion lente. 
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Revendications 

1. Forme pharmaceutique d'un medicament representee schematiquement par: 
Vecteur — Bras — Drogue 

dans lequel: 

— "drogue" represente un principe actif qui contient unefonction amine libre. choisi notamment parmi 
les anthracyclines antitumorales et les quinoleines antimalariques et antileishmaniales, 

— "vecteur" est une macromolecule de nature protemique endocytSe s6lectivement par les cellules 
cibles; 

caracte>isee en ce que: 

— "bras" est une chatne de nature peptidique representee par I'enchaTnement 



dans lequel L-Leu represente un reste L-leucyl lie parsa fonction carboxylique a la fonction amine de la 
20 drogue et X represente 1 , 2 ou 3 aminoacides, identiques ou differents, choisis parmi la L-alanine, la 
glycine ou la L-leucine, dont une fonction amine terminale est eventuellement succinyles et le rapport 
molaire drogue/vecteur est compris entre 1 et environ 7. 

2. Forme pharmaceutique selon la revendication 1. caracteris<§e en ce que la drogue est cnoisie 
parmi la daunorubicine, la doxorubicine et la primaquine. 
25 3. Forme pharmaceutique selon I'une des revendications 1 ou 2, caractensee en ce que le bras 

contient I'enchainement L-ala-L-leu, L-leu-L-ala-L-leu, L-ala-L-leu-L-ala-L-leu. (L-ala) 3 -L-leu, gly-L-leu- 
aly-L-leu, L-ala-L-leu-gly-L-leu. , . , , 

4 Forme pharmaceutique selon I'une des revendications 1 , 2 ou 3, caractensSe en ce que is vec- 
teur est choisi parmi le serum albumine bovine, la fStuine. I'immunoglobuline, I'asialofetuine, ou les 
30 hormones peptidiques telles que la lactotropine ou I'hormone piacentaire iactogene. 

5. Proc6d6 de preparation d'une forme pharmaceutique selon la revendication 1 caractens§ en ce 
que Ton fait reagir un produit de formule gen£rale: 

X— L — leu — Drogue 

35 dans laquelle "Drogue" et X-L-leu sont definis comme dans la revendication 1 , sur une proteme dans 
les conditions appropriees pour creer une liaison peptidique entre la fonction amine libre de I ammo- 
acide terminal du produit de formule generate X-L-leu-Drogue et les fonctions acides libres de la 
protSine, et isole le produit ainsi obtenu. , ... 

40 6. Procedi de preparation d'une forme pharmaceutique selon la revendication 1 caractensS en ce 

que Ton fait reagir le produit de formule g6nerale: 

HO — succinyl — X — L — leu — drogue 

45 dans laquelle "drogue" et X-L-leu sont definis comme dans la revendication 1, obtenu par succinyla- 
tion du produit de formule g6n6rale 

X — L — leu — drogue 

sur une proline dans les conditions appropriees pour creer une liaison peptidique entre la fonction 
50 carboxyle libre du succinyl terminal du produit de formule g6ne>ale 

HO — succinyl— X — L — leu — drogue 

et les fonctions amines libres de la proteine, et isole le produit ainsi obtenu. 
55 7. Proc6de" de preparation d'une forme pharmaceutique selon la revendication 1 caractense en ce 
que Ton fait reagir une proteine succinylde, obtenu par succinylation de la prot6ine vectrice, sur un 
produit de formule g§n6rale: 

X — L — leu — drogue 

so dans laquelle X et "drogue" sont d6finis comme dans la revendication 1 dans les conditions appr°- 
pri6es pour creer une liaison peptidique entre les fonctions carboxyles libres de la proteine succinylee et 
la fonction amine libre du produit de formule g6nerale: 

X — L — Leu — drogue 

65 et isole le produit obtenu. 
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8. Precede de preparation d'une forme pharmaceutique selon I'une quelconque des revendica- 
tions 5 a 7, caracterise en ce que la reaction s'effectue dans un milieu tamponne convenable tel qu'un 
milieu au tampon phosphate (Phosphate Buffered Saline) en presence d'un agent de condensation tel 
qu'un carbodiimide comme l'ethyl-1 (dimethylamino-3 propyl)-3 carhodiimide a une temperature 

5 comprise entre 0 et 30°C. 

9. Procede suivant la revendication 7, caracterise en ce qu'on opdre en I'absence de lumiere. 

1 0. A titre de moyen pour la mise en oeuvre du procedS selon la revendication 6, le produit de 
formula generate: 

io X — L — leu — Drogue 

dans laquelle "Drogue at X-L-leu sont tels que definis comme dans la revendication 1 . 

1 1 . Produit suivant la revendication 1 0, caracterise en ce qu'il est obtenu par condensation d'un 
aminoacide convenable ou d'un peptide sous forme aclde dont les fonctions amines sont protegees, 

is avec une drogue portant une fonction amine libre ou un derive de cette drogue portant une fonction 
amine libre en presence d'un agent de condensation selon les methodes habituelles utilisees en chimie 
peptidique. 

1 2. Composition medicinale caracterisee en ce qu'elle est constitute par la forme pharmaceu- 
tique selon la revendication 1 , eventuellement en association avec un ou plusieurs diluants on adju- 

20 vants compatibles. 



Patentanspruche 

25 1 . Pharmazeutische Form eines Arzneimittels, schematisch dargestelit durch: 

Vektor — Arm — Arzneistoff, 

worin: 

30 

"Arzneistoff" ein wirksames Prinzip mit einer freien Aminofunktion, das insbesondere aus Antitumor- 

Anthracyclinen und Anitmalaria- und Antileishman-Chinoleinen ausgewahlt ist, 
"Vektor" ein proteinartiges Makromolekul, das selektiv von Zielzellen einverleibt wird, darstellen, 

35 dadurch gekennzeichnet, daB 

"Arm" eine peptidartige Kette bedeutet, die durch die Verkettung 

X— L— Leu 

40 

dargestelit ist, worin L-Leu elnen L-Leucylrest, der durch seine Carboxylfunktion an die Aminofunktion 
des Arzneistoffs gebunden ist, und X 1, 2 oder 3 gleiche oder voneinander verschiedene Aminosauren 
bedeutet, die aus L-Alanin, Glycin oder L-Leucin ausgewahlt sind, deren eine endstandlge Aminofunk- 
tion gegebenenfalls succinyliert ist, und wobei das Mol-Verhaltnis zwischen Arzneistoff und Vektor 
45 zwischen 1 und etwa 7 liegt. ■ 

2. Pharmazeutische Form nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS der Arzneistoff aus 
Daunorubicin, Doxorubicin und Primaquin ausgewahlt ist, 

3. Pharmazeutische Form nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS der 
"Arm" die Verkettung L-Ala-L-Leu, L-Leu-L-Ala-L-Leu, L-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu, <L-AlaJ 3 -L-Leu, Gly-L- 

so Leu-Gly-L-Leu, L-Ata-L-Leu-G ly-L-Leu enthalt. 

4. Pharmazeutische Form nach einem der Anspruche 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
der "Vektor" aus Rinderserumalbumin, Fetuin, Immunoglobulin, Asialofetuin oder peptidartigen Hor- 
monen, wie Lactotropin oder dem lactogenen Placentahormon ausgewahlt ist. 

5. Verfahren zur Herstellung einer neuen pharmazeutischen Form nach Anspruch 1, dadurch 
55 gekennzeichnet, daB man ein Produkt der allgemeinen Formel 

X — L — Leu- — Arzneistoff, 

worin "Arzneistoff' und X-L-Leu wie in Anspruch 1 definiert sind, mit einem Protein unter geeigneten 
60 Bedingungen umsetzt, urn eine Peptldbindung zwischen der freien Aminofunktion der endstandigen 
Aminosaure des Produkts der allgemeinen Formel 

X — L — Leu — Arzneistoff 

65 und den freien Saurefunktionen des Proteins zu bilden, und das so erhaltene Produkt isoliert. 
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6. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Form nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man das Produkt der allgemelnen Forme! 

HO — Succinyl — X — L — Leu — Arzneistoff, 

worin "Arzneistoff' und X-L-Leu wie in Anspruch 1 definiert sind und das durch Succinylierung des Pro- 
duktes der allgemeinen Formel 

X — L — Leu — Arzneistoff 

erhalten worden ist, mit einem Protein unter geeigneten Bedingungen, um eine Peptidbindung 
zwischen der freien Carboxylfunktion des endstandigen Succlnyls des Produkts der allgemeinen Formel 

HO — Succinyl — X — L — Leu — Arzneistoff 

und den freien Aminofunktionen des Proteins zu bilden, umsetzt, und das so erhaltene Produkt isoliert. 

7. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Form nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man ein succinyliertes Protein, das durch Succinylierung des "Vektor"-Proteins erhalten 
werden ist, mit einem Produkt der allgemeinen Formel 

X — L — Leu — Arzneistoff 

worin X und "Arzneistoff" wie in Anspruch 1 definiert sind, unter geeigneten Bedingungen umsetzt, um 
eine Peptidbindung zwischen den freien Carboxylfunktionen des succinylierten Proteins und der freien 
Aminofunktion des Produkts der allgemeinen Formel 

X — L— Leu — Arzneistoff 

zu bilden, und das erhaltene Produkt isoliert. 

8. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Form nach einem der Anspruche 5 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dalS man die Umsetzung in einem geeigneten gepufferten Medium, zum 
Beispiel einem phosphatgepufferten Medium (phosphatgepufferter Kochsalzlosung) in Gegenwart eines 
Kondensationsmittels, zum Beispiel einem Carbodiimid, wie Ethyl-1-(Dimethylamino-3-propyl)-3- 
carbodiimid, bei einer Temperatur zwischen 0 und 30°C durchfiihrt. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man in Abwesenheit von Licht 
arbeitet. 

10. Als Mlttel zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 6, das Produkt der allgemeinen 
Formel 

X — L — Leu — Arzneistoff, 

worin "Arzneistoff' und X-L-Leu wie in Anspruch 1 definiert sind. 

1 1 . Produkt nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB es durch Kondensation einer geeig- 
neten Aminosaure oder eines geeigneten Peptide in Saureform, deren Aminofunktionen geschutzt sind, 
mit einem Arzneistoff, der eine freie Aminofunktion tragt, oder mit einem Derivat dieses Arzneistoffs, 
der eine freie Aminofunktion tragt, in Gegenwart eines Kondensationsmittels nach den in der Peptid- 
chemie ublicherweise angewendeten Verfahren erhalten worden ist. 

12. Medizinisches Praparat, dadurch gekennzeichnet, daB es aus der pharmazeutischen Form 
nach Anspruch 1, gegebenenfalls zusammen mit einem oder mehreren damit vertraglichen Verdun- 
nungsmitteln oder Adjuvantien zusammengesetzt ist. 

Claims 

1. Pharmaceutical form of a medicament which is represented schematically by: 
Carrier — Spacer arm — Drug 

in which: 

— "drug" represents an active principle containing a free amino function, selected among others from 
antitumoral anthracyclines, antimalarial and antileishmanial quinoleines, 

— "carrier" is a macromolecule of proteinic nature which is selectively endocytosed by the target cells 
characterized in that 

— "arm" is a chain of peptidic nature which is represented by the sequence 

X— L— Leu 
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in which L-Leu represents a L-leucyl moiety bound through its carboxylic function to the amino function 
of the drug and X represents 1 , 2 or 3 aminoacids which may be identical or different and are selected 
from L-alanine, glycine and L-leucine, and having a possibly succinylated terminal amino function, and 
the molar ratio drug/carrier is comprised between a and about 7. 

2. Pharmaceutical form according to claim 1, characterized in that the drug is selected from 
daunorubicine, doxorubicine and primaquine. 

3. Pharmaceutical form according to any of claims 1 or 2, characterized in that the arm contains 
the sequence L-ala-L-leu, L-leu-L-ala-L-leu, L-ala-L-leu-L-ala-L-leu, (L-ala) 3 -L-leu, gly-L-leu-gly-L-leu, 
L-ala-L-leu-gly-L-ieu. 

4. Pharmaceutical form according to any of claims 1 , 2 or 3, characterized in that the carrier is 
selected from bovine serum albumine, fetuine, immunoglobuline, asialofetuine or peptidic hormones 
such as lactotropine or lactogenous placentary hormone. 

5. Process for preparing a pharmaceutical form according to claim 1, characterized in that a 
product of the general formula 

X — L — leu — Drug 

in which "Drug" and X-L-leu are defined as in claim 1 , is reacted with a protein under appropriate 
conditions for creating a peptidic bond between the free amino function of the terminal aminoacid of 
the product of general formula X-L-leu-Drug and the free acid functions of the protein, and the product 
thus obtained is isolated. 

6. Process for preparing a pharmaceutical form according to claim 1 , characterized in that the 
product of general formula 

HO — succinyl — X — L — leu — drug 

in which "drug" and X-L-leu are defined as in claim 1 , obtained by succinylation of the product of 
general formula 

X — L — leu — drug 

is reacted with a protein under appropriate conditions for creating a peptidic bond between the free 
carboxylic function of the terminal succinyl group of the product of the general formula 

HO — succinyl — X — L — leu — drug 

and the free amino functions of the protein and the product thus obtained is isolated. 

7. Process for preparing a pharmaceutical form according to claim 1, characterized in that a 
succinylated protein obtained by succinylation of the carrier protein is reacted with a product of general 
formula 

X — I — leu — drug 

in which X and "drug" are defined as in claim 1 -under appropriate conditions for creating a peptidic 
bond between the free carboxylic functions of the succinylated protein and the free amino function of 
the product of general formula 

X — L — leu — drug 

and the product obtained is isolated. 

8. Process for preparing a pharmaceutical form according to any of claims 5 to 7, characterized in 
that the reaction is effected in a suitable medium of phosphate buffer (Phosphate Buffered Saline) in 
the presence of a condensation agent such as a carbodiimide as 1-ethyl-3-(3-dimethylaminoprppyl)- 
carbodiimide at a temperature between 0 and 30°C. 

9. Process according to claim 7, characterized in that the operation is effected in the absence of 

light. 

10. As a means for applying the process according to claim 6, the product of general formula 

X — L — leu — Drug 
in which "Drug" and X-L-Leu are as defined in claim 1. 
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1 1 . Product according to claim 1 0, characterized in that it is obtained by condensation of an 
appropriate aminoacid or a peptide in acid form the amino functions of which are protected, with a drug 
carrying a free amino function or a derivative of said drug carrying a free amino function in the presence 
of a condensation agent according to the usual methods used in peptidic chemistry. 

1 2. Medicinal composition, characterized in that it consists of the pharmaceutical form according 
to claim 1, possibly in association with one or more compatible diluents or auxiliary agents. 
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